Identifikasi Isolat Bakteri Endofit A1 dan B1 dari Akar Tanaman Ubi Jalar (Ipomoea Batatas) Var. Papua Patippi Berdasarkan Karakter Fenotipik by HERYANI PUTRI, EGA Heryani et al.
 
Identifikasi Isolat Bakteri Endofit A1 dan B1 dari Akar Tanaman Ubi Jalar 
(Ipomoea Batatas) Var. Papua Patippi Berdasarkan Karakter Fenotipik 
 
Identification of Isolate of Endophytic Bacteria A1 and B1 from Sweet Potato (Ipomoea 
Batatas) Var. Papua Patippi Based on Phenotypic Character 
 
Ega Heryani Putri*, Yuliani, Lisa Lisdiana 
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 
Universitas Negeri Surabaya 
* e-mail: ega.putri30@gmail.com 
ABSTRAK 
Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan karakteristik fenotipik isolat A1 dan B1 bakteri endofit dari 
akar tanaman ubi jalar var. Papua patippi yang mampu menghasilkan hormon IAA serta mengidentifikasi spesies 
bakteri isolat A1 dan B1 berdasarkan karakter fenotipik. Penelitian dilakukan secara deskriptif dengan metode 
eksploratif menggunakan 38 macam uji di antaranya adalah kemampuan mereduksi gula, ketahanan hidup dalam 
kisaran pH, ketahanan hidup dalam kisaran suhu, kemampuan oksidasi, hidrolisis pati, kemampuan mereduksi 
gelatin, kemampuan produksi asam sulfida, kemampuan dekarboksilasi lisin, uji sitrat. Data yang diperoleh 
kemudian dianalisis secara deskriptif dan menggunakan program clad97 untuk menentukan similaritas setiap isolat 
dengan strain acuan. Strain acuan merupakan hasil uji literatur yang kemudian ditetapkan sebagai Pseudomonas 
flourescens dan Bacillus subtilis. Analisis data menunjukkan bahwa nilai similaritas isolat A1 dan B1 dengan 
Pseudomonas flurescens adalah 1.0000 dan terletak cluster yang sama, sedangkan Bacillus subtilis memiliki nilai 
similaritas 0.898305 dan terletak pada cluster yang berbeda. Hasil analisis menunjukkan bahwa isolat A1 dan B1 
merupakan Pseudomonas flourescens. 
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ABSTRACT 
This study aimed to describe characteristic penothypic of isolate A1 and B1 endophytic bacteria from sweet potato roots 
var. Papua patippi which can produce hormone IAA also to identify species of isolate A1 and B1 based on penothypic character. 
The study was conducted descriptively with exploration method using 38 kind of experiment such as capability to reduce sugar, 
resistance to life in milling pH, resistance to life in milling themperatur, capability of oxidase, hydrolysis of starch, capability to 
reduce galatine, capability to produce sulfide acid, capability to dekarboksilase lysine, test of sitrat. Data were analyzed 
descriptively and using Clad97 to determine the similarity of isolates compared to reference’s strain. Reference’s strain was the 
result of literature’s study and then set as  Pseudomonas flourescens and Bacillus subtilis. Analysis of data showed that 
similarity’s value isolate A1, B1 with Pseudomonas flourescens was 1.00000 and located in the same cluster, while, Bacillus 
subtilis has similarity’s value 0.898305 and located at the different cluster. Result of  analysis showed that isolate A1 and B1 
were same  Pseudomonas flourescens. 
 
Key words: identification; isolate A1 and B1; phenotypic character, Pseudomonas flourescens, Bacillus subtilis 
. 
 
PENDAHULUAN 
Bakteri endofit merupakan bakteri yang 
mampu hidup dan menetap pada jaringan 
tertentu pada tanaman selama waktu tertentu 
dalam siklus hidupnya (Strobel dan Daisy, 2003). 
Bakteri endofit memiliki banyak kemampuan di 
antaranya yaitu mampu memfiksasi nitrogen, 
meningkatkan ketahanan tanaman terhadap 
lingkungan yang kurang menguntungkan serta 
mampu menghasilkan hormon Indole Acetic Acid 
(IAA) yang berperan aktif dalam proses 
pertumbuhan sel (Khan dan Doty, 2009). 
Penelitian yang dilakukan oleh Anggara dkk. 
(2014) membuktikan bahwa akar tanaman ubi 
jalar varietas Papua patippi bersimbiosis dengan 
bakteri endofit. Penelitian tersebut menemukan 4 
isolat yang dapat menghasilkan hormon Indole 
Acetic Acid (IAA) dengan kadar tertinggi, dua 
diantaranya adalah isolat A1 dan B1. Isolat A1 
merupakan isolat dari tanaman A yang memiliki 
kemampuan menghasilkan hormon IAA sebesar 
0,3552 ppm, sedangkan isolat B1 merupakan salah 
satu isolat dari tanaman B yang memiliki 
kemampuan menghasilkan hormon IAA sebesar 
0,5032 ppm.  
Anggara dkk. (2014) telah melakukan 
karakterisasi awal terhadap 25 karakter. 
Karakterisasi awal menunjukkan bahwa isolat A1 
dan B1 memiliki lima karakter yang berbeda, di 
antaranya yaitu elevasi, tepi, susunan sel, 
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kemampuan mereduksi laktosa dan kemampuan 
fermentasi asam campuran. Isolat A1 dan B1 
memiliki persamaan karakter yang relatif tinggi 
sehingga ada kemungkinan bahwa isolat A1 dan 
B1 termasuk dalam genus yang sama, namun 
dalam kenyataannya kedua isolat memiliki 
kemampuan menghasilkan hormon IAA yang 
berbeda. Hal ini yang kemudian mendasari 
pentingnya dilakukan suatu proses identifikasi 
sebagai proses lanjutan untuk mengetahui spesies 
dari isolat A1 dan B1. Identifikasi secara fenotipik 
pada prosesnya menggunakan karakter morfologi 
dan fisiologi biokimia. Anggara dkk. (2014) telah 
melakukan karakterisasi awal dengan jumlah 
karakter yang diamati sebanyak 25 karakter pada 
masing-masing isolat. Jumlah karakter yang 
ditemukan belum memenuhi syarat minimum 
untuk melakukan identifikasi secara fenotipik, 
dikarenakan syarat minimum jumlah karakter 
yang dibutuhkan dalam identifikasi adalah 
sebanyak 50 karakter (Priest dan Austin, 1995). 
Hal ini yang kemudian mendasari perlu 
dilakukan karakterisasi lanjutan untuk 
mendapatkan data karakter tambahan sebanyak 
38 karakter yang dapat mendukung dan 
memenuhi syarat untuk dilakukan identifikasi.  
Identifikasi yang dilakukan menggunakan 
strain acuan sebagai isolat yang akan 
dibandingkan dan dilihat nilai similaritasnya 
dengan isolat uji. Strain acuan diperoleh melalui 
studi literatur dari karakter awal yang telah 
ditemukan Anggara dkk. (2014). Penelitian ini 
bertujuan untuk mendeskripsikan karakteristik 
fenotipik isolat A1 dan B1 bakteri endofit dari 
akar tanaman ubi jalar var. Papua patippi yang 
mampu menghasilkan hormon IAA serta 
mengidentifikasi spesies bakteri isolat A1 dan B1 
berdasarkan karakter fenotipik. Penelitian ini 
bermanfaat untuk menghasilkan nama spesies 
yang kemudian dapat digunakan sebagai bahan 
penelitian lanjutan dalam hal pengaplikasiannya 
terhadap tanaman. 
 
 
BAHAN DAN METODE 
Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret-
April 2016. Penelitian dilakukan di Laboratorium 
Mikrobiologi, gedung C9 Jurusan Biologi, FMIPA. 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
meliputi media Nutrient Agar, media Nutrient 
Broth (merck), media semisolid Nutrient Agar, 
media LIA, media TSIA, media cair karbohidrat 
(xilosa, selulosa, ribosa, amilum, arabinosa, 
mannosa, fruktosa, galaktosa, sarbitol, rhamnosa, 
malibosa, trihalosa, inositol dan D-glukosa), 
media simmon-citrate, media pati agar, media 
gelatin, larutan iodium 1%, akuades, alkohol 75%, 
alkohol 96%, kertas saring, kapas dan aluminium. 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini 
meliputi inkubator, tabung reaksi, vortex, cawan 
petri, ose, syringe, mikroskop, kaca benda, kaca 
penutup, autoklaf, gelas ukur, beaker glass. 
Uji reduksi gula menggunakan tabung reaksi 
yang diisi dengan media basal yaitu media cair 
karbohidrat (xilosa, selulosa, ribosa, amilum, 
arabinosa, mannosa, fruktosa, galaktosa, sarbitol, 
rhamnosa, malibosa, trihalosa, inositol dan D-
glukosa. Uji reduksi gula menggunakan metode 
dari Hadioetomo (1993). Hasil pengamatan positif 
apabila terjadi perubahan warna media dari 
merah menjadi kuning atau pembentukan gas 
yang ditandai dengan adanya gelembung udara 
pada tabung Durham (Hadioetomo, 1993). 
Uji pengaruh suhu diawali dengan 
menumbuhkan isolat bakteri dengan metode 
streak pada media nutrient agar miring. Kultur 
bakteri kemudian diinkubasi pada suhu 4oC, 
31oC, dan 50oC. Pengamatan selanjutnya 
dilakukan pada koloni bakteri dengan parameter 
jika terdapat koloni bakteri yang tumbuh maka uji 
menunjukkan respon positif (Sutrisna, 2013). 
Uji pengaruh pH menunjukkan positif jika 
terdapat pertumbuhan koloni bakteri pada media, 
sedangkan uji menunjukkan respon negatif jika 
tidak terdapat pertumbuhan koloni bakteri 
(Sunaryanto dan Marwanto, 2012). Pengujian 
dilakukan dengan menginokulasikan bakteri pada 
media dengan pH masing-masing pH 3,0; 7,0; 
10,0. Kultur bakteri kemudian diinkubasi selama 
24 jam pada suhu 31oC. 
Uji oksidase menunjukkan respons positif 
ditandai dengan adanya perubahan warna dari 
hijau menjadi biru gelap (Naid dkk., 2013). Uji ini 
dilakukan dengan cara kertas saring yang 
berukuran ±2-3 kali ukuran koloni ditetesi reagen 
tetrametil paraphenildiamin, kemudian kertas 
saring tersebut diletakkan tepat diatas koloni dan 
dibiarkan selama 10 menit. Uji ini menunjukkan 
respon positif jika terjadi perubahan warna koloni 
menjadi warna ungu tua, sedangkan respon 
negatif ditandai dengan tidak terjadinya 
perubahan warna. 
Uji hidrolisis pati menggunakan media pati 
agar pada cawan petri. Isolat bakteri 
diinokulasikan secara streak pada media 
menggunakan ose lalu diinkubasi pada suhu 31oC 
selama 24 jam lalu teteskan 1-3 tetes larutan lugol 
pada koloni bakteri. Uji ini menunjukkan respons 
positif jika terbentuk zona bening di sekitar 
koloni. 
Uji Asam sulfida diawali dengan inokulasi 
kultur bakteri pada media TSIA, lalu diinkubasi 
selama 48 jam pada suhu 31oC. Pembentukan H2S 
ditunjukkan dengan terbentuknya endapan hitam 
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yang berarti bakteri mampu menghasilkan 
senyawa desulfurase (Priharta, 2008). 
Uji dekarboksilasi lisin menggunakan kultur 
bakteri yang berumur 48 jam yang kemudian 
diinokulasikan pada media Lysin Iron Agar (LIA) 
kemudian diinkubasi pada suhu 31oC selama 24 
jam dan 48 jam. Pada inkubasi 24 jam, media akan 
berubah menjadi kuning yang menandakan 
terjadinya fermentasi dan kemudian akan kembali 
menjadi ungu yang berarti lisin telah mengalami 
dekarboksilasi pada waktu 48 jam (Priharta, 2008). 
Uji sitrat menggunakan kultur bakteri 
berumur 48 jam yang diinokulasikan 
menggunakan jarum ose pada media simmon 
citrate pada tabung miring. Hasil inokulasi lalu 
diinkubasi dengan suhu 31oC selama 24 jam. Uji 
ini menunjukkan respons positif saat terjadi 
perubahan warna media dari hijau menjadi biru. 
Perubahan ini menunjukkan bahwa bakteri 
mampu menggunakan sitrat sebagai satu-satunya 
sumber karbon (Priharta, 2008). 
Uji gelatin menggunakan kultur bakteri yang 
berumur 48 jam diinokulasikan pada media 
gelatin kemudian diinkubasi selama 72 jam. 
Tabung selanjutnya dimasukkan ke dalam lemari 
es selama 25 menit. Pengamatan meliputi terjadi 
atau tidaknya pencairan gelatin dibandingkan 
dengan kontrol. Pencairan gelatin yang terjadi 
menunjukkan bahwa bakteri mampu 
menghasilkan eksoenzim gelatinase. 
 
 
HASIL  
Berdasarkan penelitian yang dilakukan, 
diperoleh data karakter fenotipik bakteri endofit 
isolat A1 dan B1 dari akar tanaman ubi jalar 
(Ipomoea batatas) varietas Papua Patippi hasil 
isolasi Anggara dkk. (2014); yaitu meliputi 38 
karakter yang disajikan dalam Tabel 1. 
Hasil uji pengaruh suhu pada isolat maupun 
strain acuan menunjukkan hasil yang berbeda. 
Isolat A1 menunjukkan hasil positif pada suhu 
4oC, 31oC, dan 50oC,  dan isolat B1 menunjukkan  
respons positif suhu 31oC, dan 50oC tetapi 
menunjukkan respons negatif pada suhu 4oC. 
Pseudomonas flourescens dan Bacillus subtilis 
menunjukkan hasil positif pada setiap suhu.  
Isolat A1, B1 dan Pseudomonas flourescens 
tidak menunjukkan hasil positif pada uji 
dekaboksilasi lisin, yang ditandai dengan tidak 
adanya perubahan warna media. Bakteri hasil 
streak dapat hidup namun tidak dapat 
mendegradasi lisin. Sedangkan Bacillus subtilis 
menunjukkan hasil positif yang ditandai dengan 
adanya perubahan warna pada masa inkubasi 24 
jam, dimana media berubah menjadi kuning yang 
menandakan bahwa bakteri dapat melakukan 
fermentasi, dan kemudian pada masa inkubasi 48 
jam media kembali menjadi ungu kembali saat 
lisin didekarboksilasi oleh enzim dekarboksilase.  
Isolat A1, B1 dan Pseudomonas flourescens 
menunjukkan hasil negatif dikarenakan tidak 
adanya perubahan warna pada media setelah 
masa inkubasi 24 jam, sedangkan Bacillus subtilis 
menunjukkan hasil positif ditandai dengan 
adanya perubahan warna media dari hijau 
menjadi biru. Perubahan warna terjadi setelah 
hasil inkubasi selama 24 jam pada suhu 31oC. 
Isolat A1, B1, Pseudomonas flourescens dan 
Bacillus subtilis menunjukkan respon positif pada 
uji gelatin yang ditandai dengan adanya 
pencairan gelatin. Masing-masing isolat yang 
telah diinokulasi pada media gelatin, kemudian 
diinkubasi selama 72 jam, dihasilkan adanya 
pencairan gelatin yang kemudian dimasukkan ke 
dalam kulkas selama 30 menit untuk melihat 
adanya pembekuan atau tidak. Hasil yang 
ditunjukkan adalah tidak adanya pembekuan, 
yang menunjukkan  bahwa gelatin telah 
terhidrolisis seluruhnya. 
Uji reduksi gula menggunakan berbagai 
macam gula seperti sarbitol, arabinosa, amilum, 
mannose, D-glukosa, xilosa, galaktosa, fruktosa, 
selulosa, trihalosa, L-arabinosa, dextrose 
anhydrouse, inositol. Semua isolat mampu 
mereduksi gula kompleks tersebut, kecuali B1 
pada reduksi arabinosa dan Pseudomonas 
flourescens pada uji reduksi galaktosa dengan 
ditandainya tidak adanya perubahan warna pada 
media. Di lain pihak hasil positif ditandai dengan 
adanya perubahan warna menjadi kuning pada 
media cair gula yang awalnya berwarna merah 
dan terbentuknya gelembung udara pada tabung 
Durham. 
Hasil uji pengaruh suhu pada isolat maupun 
strain acuan menunjukkan hasil yang sama. Isolat 
A1 menunjukkan hasil positif pada pH 3.0, 7.0, 
dan 10.0,  dan isolat B1 menunjukkan hasil yang 
sama yaitu respons positif pada masing-masing 
pH 3.0, 7.0, 10.0. Bacillus subtilis juga 
menunjukkan respon yang sama, yaitu positif 
pada setiap pH, begitu juga dengan Pseudomonas 
flourescens. 
Semua isolat pada uji hidrolisis pati 
menunjukkan respon yang sama yaitu positif, 
masing-masing isolat membentuk zona bening 
setelah ditetesi lugol. Zona bening yang terbentuk 
relatif tipis pada masing-masing isolat. Hal ini 
menunjukkan bahwa bakteri tersebut mampu 
menghidrolisis pati yang merupakan polisakarida 
dengan berat molekul yang tinggi. 
Masing-masing isolat uji yang ditetesi DPPH 
menunjukkan respons positif setelah didiamkan 
selama 10 menit, perubahan warna dari hijau 
menjadi ungu tua. Hal ini menunjukkan bahwa 
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bakteri mengandung oksidase sitokrom yang 
dapat ditemukan pada beberapa jenis bakteri 
tertentu, salah satunya adalah bakteri endofit 
(Lay, 1994). 
Isolat A1, B1 Pseudomonas flourescens, dan 
Bacillus subtilis menunjukkan hasil positif pada uji 
asam sulfida. Hal ini ditandai dengan adanya 
reaksi pembentukan endapan hitam pada dasar 
media. 
 
 
Tabel 1. Karakter fenotipik bakteri endofit 
 
No Karakter 
Isolat 
A1 B1 
Pseudomonas 
flourescens 
CHA0 
Bacillus 
subtilis ATCC 
6051 
1 Kemampuan hidup pada suhu 4oC* + - + + 
2 Kemampuan hidup pada suhu 31oC** + + + + 
3 Kemampuan hidup pada suhu 50oC** + + + + 
4 Uji dekarboksilasi lisin* - - - + 
5 Uji Sitrat* - - - + 
6 Uji gelatin** + + + + 
7 Reduksi sarbitol** + + + + 
8 Reduksi arabinosa* + - + + 
9 Reduksi amilum** + + + + 
10 Reduksi mannose** + + + + 
11 Reduksi D-glukosa** + + + + 
12 Reduksi xilosa** + + + + 
13 Reduksi galaktosa* + + - + 
14 Reduksi fruktosa** + + + + 
15 Reduksi selulosa** + + + + 
16 Reduksi trihalosa** + + + + 
17 Reduksi L-Arabinosa** + + + + 
18 Reduksi dextrose anhydrase** + + + + 
19 Reduksi inositol** + + + + 
20 Uji pengaruh pH 3** + + + + 
21 Uji pengaruh pH 7** + + + + 
22 Uji pengaruh pH 10** + + + + 
23 Uji hidrolisis pati** + + + + 
24 Uji oksidase** + + + + 
25 Uji asam sulfide** + + + + 
 
Kemampuan menghasilkan gas pada uji reduksi 
gula     
26 Reduksi sarbitol** + + + + 
27 Reduksi arabinosa* + - + + 
28 Reduksi amilum** + + + + 
29 Reduksi mannose** + + + + 
30 Reduksi D-glukosa** + + + + 
31 Reduksi xilosa** + + + + 
32 Reduksi galaktosa* + + - + 
33 Reduksi fruktosa** + + + + 
34 Reduksi selulosa** + + + + 
35 Reduksi trihalosa** + + + + 
36 Reduksi L-Arabinosa** + + + + 
37 Reduksi dextrose anhydrase** + + + + 
38 Reduksi inositol** + + + + 
Keterangan: 
* : karakter yang berbeda 
** : karakter yang sama 
+ : hasil uji positif 
-   : hasil uji negatif 
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Gambar 1. Similaritas antara isolat A1, B1, Pseudomonas flourescens dan Bacillus subtilis 
 
 
PEMBAHASAN 
Karakterisasi dilakukan untuk mengetahui 
karakter-karakter kunci yang kemudian dapat 
digunakan sebagai bahan dalam identifikasi. 
Berbagai karakter tersebut menunjukkan sifat 
unik bakteri yang berbeda pada masing-masing 
spesies. Kemampuan bakteri untuk hidup dan 
berkembang pada suhu tertentu tergantung 
spesiesnya. Masing-masing spesies memilik 
kemampuan yang dapat digunakan untuk 
mengelompokkan jenis bakteri. Bakteri endofit 
mampu hidup pada suhu 4oC sampai 50oC. Uji 
pengaruh suhu menggunakan 3 suhu diantaranya 
adalah 4oC, 31oC dan 50oC. Hal ini bisa digunakan 
untuk menentukan kemampuan hidup bakeri 
pada rentang suhu, karena bakeri cenderung 
hidup pada suhu yang tetap (Sutrisna, 2013). 
Bakteri endofit rata-rata mampu tumbuh pada 
berbagai stress lingkungan sehingga mampu 
meningkatkan ketahanan inangnya dari berbagai 
stress, termasuk meningkatkan resistensi terhadap 
fitopatogen, cekaman salinitas, cekaman pH dan 
juga cekaman suhu lingkungan yang ekstrim (Tan 
dan Zou, 2001).  
Uji dekarboksilasi lisin bertujuan untuk 
melihat kemampuan bakteri dalam menghasikan 
enzim dekarboksilase dan  mendegradasi pada 
gugus asam amino (Lay, 1994). Enzim ini 
berfungsi untuk mendegradasi asam amino. Asam 
amino merupakan struktur utama penyusun 
DNA organisme. Makhluk hidup yang mati, 
tubuhnya akan terurai menjadi berbagai molekul 
salah satunya adalah asam amino. Bakteri yang 
mampu mendegradasi gugus asam amino 
memiliki kecenderungan untuk mampu bertahan 
hidup pada lingkungan dengan cekaman unsur 
hara.  
Uji gelatin bertujuan untuk melihat 
kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim 
gelatinase yang mampu menghidrolisis gelatin 
(Priharta, 2008). Beberapa mikroorganisme dapat 
menguraikan molekul gelatin menjadi asam 
amino dan kemudian mampu menggunakannya 
sebagai sumber zat hara yang digunakan dalam 
metabolisme (Lay, 1994). Gelatin adalah protein 
yang diperoleh dari tulang, tulang rawan atau 
jaringan ikat hewani lainnya. Struktur utama 
gelatin adalah gel, sedangkan gelatin yang telah 
dicerna secara sempurna oleh bakteri tidak 
mampu membentuk gel dan bersifat cair (Lay, 
1994). Enzim gelatinase mampu menghidrolis 
gelatin menjadi berbagai jenis asam amino yang 
kemudian dapat digunakan bakteri sebagai 
sumber hara. 
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Uji sitrat digunakan untuk melihat 
kemampuan bakteri dalam menggunakan sitrat 
sebagai satu-satunya sumber karbon (Priharta, 
2008). Beberapa jenis bakteri mampu 
menggunakan sitrat dan kemudian 
menjadikannya sebagai sumber karbon utama 
dalam menyokong metabolismenya (Lay, 1994). 
Uji sitrat dilakukan menggunakan media simmon 
citrate dimana Na sitrat dijadikan sebagai satu-
satunya sumber karbon, dan bromthymolblue 
sebagai indikator (Priharta, 2008). Bakteri yang 
mampu manggunakan sitrat sebagai sumber 
karbon, memiliki kecenderungan hidup tanpa 
suplai karbon dari udara. Hal ini kemudian dapat 
digunakan sebagai salah satu pertimbangan 
dalam penggunaan bakteri endofit sebagai pupuk 
injeksi pada tanaman untuk meningkatkan 
ketahanan terhadap berbagai stress lingkungan. 
Bakteri umumnya mampu hidup dalam 
keadaan pH normal, namun beberapa bakteri 
memiliki kecenderungan terhadap lingkungan 
yang asam tergantung pada genus, seperti bakteri 
asam laktat yang dapat hidup dengan pH yang 
sangat rendah (Sunaryanto dan Marwanto, 2012). 
Bakteri endofit memilik kecenderungan rentang 
hidup pada pH 3.0-10.0 (Priharta, 2008). Tebal 
koloni yang tumbuh pada media agar miring 
menunjukkan bahwa bakteri mampu tumbuh 
secara optimal meskipun dalam keaadaan asam 
maupun basa. Bakteri endofit memiliki 
kemampuan berasosiasi dengan tanaman yang 
hidup pada tanah dengan pH yang tinggi 
(Priharta, 2008). Bakteri endofit memiliki 
kemampuan untuk hidup pada pH yang sangat 
tinggi maupun rendah karena bakteri endofit 
memiliki kemampuan menghasilkan metabolit 
sekunder yang kemudian mempengaruhi keadaan 
pH sekitarnya sehingga bakteri masih mampu 
hidup meskipun pada pH yang tinggi (Munif 
dkk., 2012). 
Uji reduksi gula digunakan sebagai salah 
satu indikator untuk melihat kemampuan bakteri 
untuk mereduksi gula sederhana maupun 
kompleks pada lingkungan. Gula pada golongan 
polisakarida dapat berupa dextrosa, inositol, 
selulosa, sarbitol, arabinosa, amilum, mannosa, D-
glukosa, Xilosa, Galaktosa dan L-Arabinosa. 
Pereduksian gula kompleks diawali dengan 
pemecahannya menjadi molekul yang lebih 
sederhana yang kemudian akan dirubah menjadi 
asam piruvat dan dirubah kembali menjadi 
produk asam dan produk lainnya (Ngili, 2009). 
D-Glukosa dan fruktosa merupakan gula 
kelompok monosakarida. Isolat yang 
dikarakterisasi mampu mereduksi glukosa 
menjadi komponen yang lebih sederhana. Media 
cair gula yang diinkubasi menunjukkan 
perubahan warna dari merah menjadi kuning, hal 
ini menunjukkan adanya fermentasi berbagai jenis 
gula menjadi asam. Asam yang terdapat pada 
media meliputi asam laktat, asam asetat, asam 
format dan produk asam lainnya yang 
menyebabkan pH media turun. D-glukosa 
merupakan salah satu monosakarida yang akan 
direduksi melalui tahapan glikolisis untuk 
membentuk asam piruvat yang kemudian akan 
difermentasi oleh bakteri menjadi berbagai jenis 
asam dan gas (Salisbury dan Ross, 1992). 
Uji hidrolisis pati untuk melihat kemampuan 
bakteri dalam menghasilkan enzim amylase yang 
mampu memecah polisakarida dengan berat 
molekul yang tinggi. Pati memiliki berat molekul 
yang tinggi karena ukurannya yang besar 
sehingga tidak mampu diserap oleh membran sel 
(Capuccino dan Sherman, 1998).  Uji ini 
menunjukkan respons positif jika terbentuk zona 
bening pada bakteri yang ditetes larutan lugol 1%.  
Uji oksidase dilakukan sebagai indikator 
dalam melihat kemampuan oksidasi masing-
masing spesies bakteri yang selanjutnya dapat 
digunakan sebagai tolok ukur kemampuan 
bakteri dalam melakukan metabolisme (Naid 
dkk., 2013). Uji ini menunjukkan respon postif 
saat terjadi perubahan warna dari hijau menjadi 
ungu tua. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri 
mengandung oksidase sitokrom yang dapat 
ditemukan pada beberapa jenis bakteri tertentu, 
salah satunya adalah bakteri endofit (Lay, 1994). 
Hal ini menunjukkan bahwa bakteri mengandung 
oksidase sitokrom yang dapat ditemukan pada 
beberapa jenis bakteri tertentu, salah satunya 
adalah bakteri endofit (Lay, 1994). Oksidase 
sitokrom berfungsi sebagai akseptor elektron 
bersamaan dengan oksigen dalam system 
transport elektron. Perubahan warna uji menjadi 
ungu pekat disebabkan oleh oksidase sitokrom 
yang telah mengoksidase larutan lugol sehingga 
terbentuk perubahan warna yang signifikan dari 
coklat menjadi ungu gelap (Priharta, 2008). 
Uji H2S untuk mengetahui kemampuan 
mikroorganisme untuk menguraikan asam amino 
yang mengandung sulfur. Asam amino ini 
dihasilkan saat protein dihidrolisis untuk 
memenuhi kebutuhan zat hara mikroorganisme. 
Pembentukan H2S ditandai dengan adanya 
endapan hitam yang berarti bakteri mampu 
menghasilkan senyawa desulfurase (Priharta, 
2008). Endapan ini merupakan hasil reaksi 
penguraian asam amino yang mengandung 
sulfur. Asam amino yang mengandung sulfur 
pada media telah diuraikan oleh bakteri dengan 
menggunakan senyawa desulfurase. Hasil 
penguraian tersebut digunakan sebagai sumber 
hara untuk memenuhi kebutuhan metabolisme 
tubuh bakteri (Lay, 1994). 
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Hasil penelitian Anggara dkk.(2014) 
menunjukkan bahwa isolat A1 menunjukkan hasil 
positif pada 11 uji dari 22 uji yang dilakukan dan 
11 uji menunjukkan hasil negatif, sedangkan isolat 
B1 menunjukkan hasil positif pada 11 uji dari 22 
uji yang dilakukan. Pada penelitian ini isolat A1 
menunjukkan hasil positif pada 36 uji dari 37 
macam uji yang dilakukan, sedangkan isolat B1 
menunjukkan hasil positif sebanyak 34 uji dari 37 
macam uji yang dilakukan. Keseluruhan total uji 
yang menunjukkan respon positif pada isolat A1 
adalah sebanyak 47 uji, sedangkan isolat B1 
sebanyak 45 uji. Karakter-karakter inilah yang 
kemudian dianalisis menggunakan program 
Clad97 untuk menentukan nilai similaritas antara 
isolat dengan strain acuan.  
Berdasarkan karakter pada bakteri endofit 
penghasil hormon IAA dapat diketahui similaritas 
bakteri yang antara isolat A1, B1 dengan strain 
acuan yaitu Pseudomonas flourescens dan Bacillus 
subtilis (Gambar 1). Micales dan Bonde (1995) 
mengemukakan bahwa tingkat similaritas bakteri 
dihitung dengan kisaran antara 0 sampai 1.0, 
semakin dekat hubungan kekerabatan antar 
bakteri maka angka similaritasnya akan semakin 
mendekati 1.0. Priest dan Austin (1995) dalam 
bukunya mengemukakan bahwa syarat minimum 
identifikasi bakteri adalah 50 karakter. Penelitian 
ini menghasilkan 59 karakter sehingga dapat 
digunakan sebagai dasar identifikasi isolat 
bakteri. 
Isolat A1 dan B1 diuji bersamaan dengan 
strain acuan yaitu Pseudomonas flourescens dan 
Bacillus subtilis untuk melihat angka 
similaritasnya. Masing-masing strain acuan 
dihasilkan dengan melalui uji literatur, yang 
kemudian diteapkan 2 strain acuan berdasarkan 
karakter pada penelitian sebelumnya. Dari hasil 
analisis menggunakan program clad97 diperoleh 
nilai similaritas antara A1 dan B1 dengan 
Pseudomonas flourescens adalah 1.00000 dari skala 
0-1.0, yang menunjukkan masing-masing 
memiliki kekerabatan yang dekat dan terletak 
pada cluster yang sama. Sedangkan untuk Bacillus 
subtilis adalah 0.898305 dari skala 0-1.0 namun 
terletak pada cluster yang berbeda. Nilai 
similaritas yang tinggi menunjukkan bahwa 
masing-masing isolat dengan strain acuan 
memiliki kekerabatan yang dekat. Dari hasil 
analisis menggunakan program Clad 97 dan 
berdasarkan pernyataan dari Priest dan Austin 
(1995) dapat disimpulkan bahwa isolat A1 dan B1 
adalah satu spesies dengan Pseudomonas 
flourescens. Hal ini didukung oleh penelitian 
Priharta (2008) yang mengemukakan bahwa 
tanaman sejenis kentang dan ubi jalar memiliki 
kemungkinan asosiasi yang tinggi dengan bakteri 
endofit, hasil penelitian tersebut menemukan 
pada tanaman kentang terdapat berbagai macam 
bakteri endofit di antaranya adalah Pseudomonas 
flourescens dan Bacillus subtilis. 
 
 
SIMPULAN 
Karakter kunci pada isolat A1 dan B1 yang 
dapat digunakan dalam identifikasi meliputi 
morfologi koloni (bentuk, elevasi, tepi, warna, 
optik, dan permukaan); morfologi sel (gram, 
bentuk sel, rangkaian sel, endospora); dan 
fisiologi biokimia (motilitas, katalase, reduksi 
glukosa, sukrosa, maltose, manitol, laktosa, 
sarbitol, arabinosa, amilum, mannose, D-glukosa, 
xilosa, fruktosa, selulosa, trihalosa, L-arabinosa, 
dextrose anhydrouse, inositol, fermentasi asam 
campuran, produksi 2,3 butanidiol, reduksi nirat, 
produksi indol, kemampuan hidup pada 4oC, 
31oC, 50oC, dekarboksilasi lisin, uji sitrat, 
hidrolisis gelatin, kemampuan menghasilkan gas, 
kemampuan hidup pada rentang pH 3.0, 7.0, dan 
10.0, hidrolisis pati, uji oksidase, uji H2S). Isolat 
A1 dan B1 adalah spesies Pseudomonas flourescens.  
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